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© Peptides capable* d'lnhiber les interactions entre des antfgenes et les lymphocytes T4, produits qui en sont derives et 
teurs applications. 

@ L Invention concerne un polypeptide ayant la capacite 
d'rnhjber linteractton du virus term pour response bte du SIDA 
avec les recepteurs T4 portes par les lymphocytes T4. Ce 
peptide est choisi parrm ceux qui sorrt represents parmi les 
lormules generates : 

X RFDS z 

X SDFR z 

X SDA R Z 

X r- RADS Z 

dans lesqueBes X est un atome dhydrogene ou un groupe 
peptidique. Z est OH ou un groupe peptidique. et les autres 
femes desfgnent des amtnoactdes specifiques (nomenclature 
de designation a une teltre des aminoackJes). 
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Description 

Peptides capabtes dlnhiber les interactions entre des antigenes et teg lymphocytes T4. produits qui en sont 

derives et leurs applications 

L'inventton concerne des peptides derives des antigenes de HLA de classe It. de lantigene T4 et de 
5 proteines HIV capabtes d inhiber tes cooperations ceBulaires entre tes macrophages, tes lymphocytes et tes 
lymphocytes B. 

Linvention conceme en particulier des peptides ayant la capacite d'inhiber ^interaction du virus term pour 
responsabte du S1DA {syndrome d'immunodeficience acquise) avec les recepteurs 74 portes par tes 
lymphocytes T4 et. plus generalemenl d'exercer un eltet irnmunomodulateur a regard des interactions entre 

to les macrophages et les lymphocytes T aux$aires. d une part, et ces derniers et les lymphocytes B. d : autre 
part, des tors que ces interactions sont normalement mediees par des recepteurs lymphocytaires codes par 
des complexes majeurs d'autohistocompalibilite de classe II (antigenes HLA de classe II chez I'homme)- En 
d'autres termes. Onvenlion conceme plus parricirfi erem ent des peptides capabtes de module r tes reponses 
ceBulatres mettant plus particulierement en jeu des antigenes susceptibles dlnduire des reponses 

15 rrnmunitaires normalement mediees par des antigenes HLA de classe II par exempte du type HLA DR. 

Certains virus lymphotropes interferent avec ces reponses cellulaires, en particulier des virus tenus pour 
responsabtes du S1DA. 

De lets virus ont ete isoles par plusieurs equipes. lis ont ete designes sous des abreviatrons diverses : LAV. 
HTLV-III. ARV2. etc.. Ces virus, denommes ci-apres sous Tabreviation la plus generate HIV [anciennement 
20, LAV/HTLV 111), possedent en effet un tropisme specifique pour tes lymphocytes T4. L'acces du virus aux 
lymphocytes T4 peut cependant etre bloque in vilro. lorsque ces derniers ont au preatable ete incubes en 
presence danltcorps monoclonaux (par exempte ceux commercialises, par la firme ORTHO sous la. 
designation OKT4) qui btoquent tes recepteurs T4 de ces lymphocytes. C*est par reference a la capacite de 
ces anticorps monoclonaux de btoquer ces sites T4, qu'B sera fait plus parttcu&erement reference dans ce qui - 
25 suit, a raffinite des virus LAV pour tes recepteurs T4 des lymphocytes T4. 

Les antigenes mettant en jeu des antigenes inducteurs de reponses fmmunitaires relevant des antigenes 
HLA de classe D ne sont evidemment pas limites a ceux presents dans des virus HIV. On mentionnera. a litre 
d exerrrpte de ces autres antigenes les virus de fa grippe (influenza). d'Epstein-Barr. des rhinovirus. etc~ 
L "invention conceme egalement diverses applications de ces peptides et des produits qui peuvent eh etre. 
30 derives, par. 'produits derives de ces peptides*, on entend des produits reconnus immunologiquement par 
des anticorps qui reconnaissent egalement ces peptides du. encore, des produits susceptibles d'exercer 
sensiblement tes memes effets au niveau des siisortes mediations cetlulaires. 

A tttre d'exemples d'appfications de ces peptides, on peut mentionner le diagnostic, voire te traitement ou ra 
prevention des maladies contrdlees par les interactions entre tes molecules HLA de classe II et fantigene T4. . 
35. parmt lesqueltes les maladies induites par HIV. 

D'autres applications de ces peptides peuvent s'adresser a la detection de ceux des antigenes qui sont 
susceptibles dlnduire des reactions immunities relevant de certaines categories d'antigenes HLA de classe 
II. par exempte de HLA-DR. 
D'autres applications de ces peptides s'adressent. en variante. et lorsque le type d'antigene HLA 
40 susceptible de medier tes reactions immunitaires induites par un anttgene determine, a leur utilisation dans 
des tests visant a etudier in vitro reflet irnmunomodulateur de substances a I etude. 

Linvention decoute de Phypothese initiate faite par les inventeurs que I'infeclion des lymphocytes T4 par les 
virus LAV et te pouvoir pathogene de ces derniers tenaient a leur capacrte dlnterferer avec des sequences 
peptidiques concernees appartenant aux antigenes regulant tes capacttes de reconnaissance par ces 
45 lymphocytes de cellules porteuses de ces antigenes viraux, lorsque ceuxci leur sont presentes par les 
macrophages, par llntermediaire des recepteurs lymphocytaires appropries. Par mi ces antigenes* on 
mentionnera plus particutterement ceux qui sont constitues par des complexes majeurs d'auto-histocompati- 
bi&te. connus sous I'expression angtaise 'sett major histocompatibi&ty complexes" et fabrevfation 
correspondante MHC, qui sera souvent utiBsee dans ce qui suit. Les antigenes codes par le MHC sont appefes 
50 HLA chez I'homme. 

Les foncBons des divers types de lymphocytes T4 ou T8 impBquent des interactions avec tes molecules 
codees par le systems MHC de classe U pour tes T4 et de classe I pour les T6. 

Leurs interactions respective* paraissent mediees par des molecules auxifiaires, parmi lesqueltes des 
antigenes de differentiation T-ceQuteires (notamment antigenes T4 et T8) et des molecules qui ont ete decrrtes 
55 comme facteurs potentiels d'adhesion aux ceDutes. Pour plus de details, on peut se reporter aux publications 
de (11). (12) et (13) idenliliees a la fin de la presente description. 

Les recherches qui ont about! a la presente invention ont ete I ondees sur la recherche de sequences 
peptidiques qui pourraient etre tenues pour responsabtes des capacttes d'adhesion mutueDe. d'une part des 
lymphocytes T4 et. d'autre part, sort des antigenes MHC de classe II qui sont susceptibles de les recormaltre, 
GO sort des virus LAV, dont on presuppose qu'Bs pourraient ~mtmer" Taction desalts antigenes vis-a-vis desalts 
lymphocytes. 

Ces hypotheses ayant ete posees. tes inventeurs ont mis en evidence Texistence de sequences peptidiques 
communes aux charnes a de nombreux antigenes MHC de classe l T aux cnaines p des antigenes de classe II et 
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a une proteJne codable par Tune des regions de lecture ouverte que Von retrouve darts ies genomes des 
differentes especes de souches LAV qui orrt ete isotees. La mtse en evidence de cette sequence commune 
consistant en une sequence tetrapeptidique Arg-Phe-Asp-ser est tfautant plus remarquabte qu'eBe se trouve* 
dans la seute region d*homok>gre connue a ce jour dans nombres des antigenes des classes I et II donl les 
sequences pofypeptidiques partiefles ou totales ont ete analysees (18) et (t9) 

Dans ce qui suit, on fera souvent appel a la nomenclature offictelte relative aux designations des 
ammoacides naturels par une lettre unique, nomenclature que Ton rappelle ct-dessous 

M methionine 

L leucine 

I isoleuctne 

V valine. 
F phenylalanine 
S serine 
P proline 
T threonine 
A alanine 

Y tyrosine 
H Nstidine 
Q gfutamine 
N asparagine 

K lysine 20 
D acide aspartique 
E acide gtutaminique 
C cysteine 
W tryptophane 

R arginine 25 
G glycine 

E o^ 6qUen ° e 13 s§quence tetrapeptidique Arg-Phe-Asp-Ser est designee dans la nomenclature susdite 
par "HPDS. 

Les sequences tetrapeptidiques codables par le genome de LAV sont correbbtes a une phase de lecture 30 
puverte prtsente dans la partie d'extreroite 3' qui chevauche la 'region de repetition tongue' (de l anglais 

JoT-er^e^' da^^ 

parla phase de i lecture ouvertede la region d extremfte 3\ il pouv^ y en avoir or» tp,!. soit wnsteteralt en un 
rSgulateur de transcription (21). soil interviendrait dans la cytotoxicite a regard des cellules T (201 En 
partpcuhe. une proteine F (p27) a ete mise en evidence par AHan et al dans Science. 15 novembre 1BK 230 35 
p. 813. Cette proteine F contient la sequence RFDS. " — - 

Plus particulierement eiicore. on observe un dipeplide commun EL sitae dans la meme region dhcimologie 
dans de nornbreux antigenes de classe II et dans la sequence peptidique codable concernee des virus LAV et 
t^SH^T"^ (9 /*^™™ acWe s6 P a,en, » * ^sequence tetrapeplidique precederite ducote'de 
I extrtmrte ^terminate de.ceBe-ci. tant dans les antigenes de classeB que dans lesdrtes sequences codables 40 
<te cfcCSTl d,pep,k)e esl "nexistant dans les regions d-homotogie correspondantes des antigenes 

De meme on observe trequemment. du cote de lexlremite N-terminale du tetrapeptlde une sequence 
orpepMique (RE) commune entre la susdite region dTiomotogie des antigenes de classe n et le polweolide 
codable correspondant du genome des virus LAV, si ce n'est que dans la susdite region d-homotogfecette 45 
sAquence o^peptKhque est separee tie la sequence RFDS par 3 residus aminoaclde et dans le polypeptide 
^ri!^r^ Pa ^ . US amin ~ d *- Une dipep«dique SL est egatement presents ite est 

separee de RFDS par 13 a«des amines. Cette sequence pourraft jouer un r6le dans la fixation du virus HIV ou 
de la proteme F sur la proteine T4. 

Les resultats des observalions qui ont ete laites resuttent du tableau ci-apres dans lequel ont ete SO 
rapportees les parl.es des sequences peptidiques en cause, contenues dans les polypeptides inilialement 

(27. (28). (29). (30) et (31) ou codables par des regions de lecture ouverte des ADNs correspondante de 
difterents types de virus LAV (20). (21). (22) et (23) dans lesquelles les corresponoants oe 

SB 
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"TABLEAU. 



SQRMEPRAP 
SQRMEPRAP 
SQRMEPRAP 
SQRMEPRAP 
SPRlEPtAP 
SPREEPRAP 
SPRMEPRAP 
SPR6EPRAP 
SPREEPRAP 




sequences peptidtques communes ont ete arnenes en regard mutueJ. 
Dans la partie gauche du tableau sent indiques les anttgenes dont tes sequences peptidiques montrees 
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sont rediquees. Les sequences peptidiques communes sont encadrees. 

Ces observations sont a la base d© ('invention, teque&e a, a son tour, confirms la vaBdrte des hypotheses 
initialement posees. La synthese de peptides contenant de telles sequences a confirme la validite do 
l*hypothese intitialemehl faite. Des peptides nontenant la sequence RFDS se sont reveles capables d'adherer 
aux lymphocytes T4 et a prevenir radheston du virus LAV sur tes lymphocytes afrisi modifies. Ces peptides se 
sont ainsi reveles comme constftuant Tun des determinants fntervenant dans la reconnaissance mutuette des 
rymphocytes et soil des susdrts antigenes, soit des vims LAV. d'ou r expression "peptide adnesiotope" qui 
sera ulilisee dans ce qui suit. 

A Tinstar de ce qui a ete observe dans cTautres systemes qui ont ete decrits. par exemple celui qui a conduit 
a la determination du site de reconnaissance de nombreuses cellules eucaryotes par la fibronectine (1), (2) et 
(3) (site qui s'est trouve etre localise dans une sequence RGDS), on a constats que dans le cas de finvention, 
le peptide RFDS pouvart etre remplace par un peptide ay ant une sequence inversee ("forme rniroir*)! 
c*est-a-d&re le peptide SDFR. 

Dans la mesure ou te site RFDS est porte par le virus LAV ou par les antigenes MHC specifiques des 
lymphocytes T4 (ou d'autres lymphocytes, tels que les lymphocytes T8)„ il en decoulait aussi la possMe que 
les molecules T4 des lymphocytes eux-mfimes devaient comporter des sequences peptidiques deftnissant les 
sites susceptibles d'intervenir dans la reconnaissance mutuefle susdrte. L'invention devait ainsi permettre de 
reconnaitre que cette sequence devait normalement 6tre formee par Tun des peptides RADS ou SDAR. en 
raison de teur configuration spatiale et des charges port fees par certains de teurs resklus amfnoacide (charges 
comptementaflres de celtes des residus charges de RFDS ou SDFR). 

Les conditions qui precedent peuvent etre iBustrees par le schema sufvant : 

MHC R F D S i • . - > 



+ 



< . . ...S D- A R ... T4 30 

L'invention concerne done plus particulierement tout peptide contenant au moins une sequence 
tetrapeptidique choisie parmi RFDiS r SDFR. RADS qui constitue un site present dans la molecule T, ou SDAR, 
ce peptide presentant une configuration telle que la sequence tetrapeptidique soit exposee dans des 35 
conditions tui permettant d'interagfr avec un recepteur celtutaire, tehu de conserver ses proprietes 
d'adhesiotope. 

A cet egard on remarquera que la gfycoproteine d'enveloppe des LAV contient egalement une sequence 
tetrapeptidique SDAR (dans ARV 2) ou SOAK (dans LAV. LV. HTLV III). 

D'une facon generate, les peptides Selori Tinvention peuvent Stre choisis parmi ceux qui sont representes 40 
par les f ormutes generates : 

X RFDS Z (I) 

X SDF R : Z (11) 

X S O A R Z (IH) 

X R A DS Z (IV) 45 

X SDAK- Z (V) 

dans lesqueties X est un atome dbydrogene ou un groupe peptidique avec une extremitfe N-terminale et Z est 
un groupe OH ou un peptide ayant une extremHe C-terminale. ces peptides X et Z ne contrevenant pas. 
iorsqu'iJs sont eux-meroes consUtues par des sequences peptidiques. a la necessite rappefee plus haut 
d'autoriser ('exposition de la sequence tetrapeptidique. $q 

Des peptides: preferes selon ilnvention sont constitues par les tetrapeptktes eux-memes. Des peptides 
plus actifs sont ceux qui contiennent dans une m£me structure Tun des tetrapeptldes sus-indiques. Des 
peptides intermediaires preferes sont ceux qui sont constitues par des acides amines hTnfluencant pas la 
rnorphotogie densembte du peptide totaL par exemple une chaine comprenant de 2 a 10 resklus alanine. 

D'une facon generate, le choix des groupes peptidiques pouvant etre associes aux sequences 55 
tetrapeptkJiques selon Hnvention (ou dont Tutifeation devrait etre evitee) peut etre guide par rutilisahon de 
programmes permettant la moderation des configurations des polypeptides susceptibles d'etre obtenus au 
terme de (assemblage de series predeterrninees d'aminoacides. De tels programmes ont notamment ete 
decrits par (14). (15) et (16). 

D'autres peptides preferes corrf ormes a rinventlon sont ceux qui peuvent etre representes par tes formules 60 
suivantes (dans lesqueties chaque tiret " represente un residu d'arrrinoacrde) ; 
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X R F 0 5 ' EL 

RE R F D S ;- Z 

RE — — ft F D S EL 



Z 



(VI) 



(VII) 



X 



Z 



(VIII) 



5 



dans lesquelles X el Z ont les significations sus-indiquees. 
Des peptides particuiierement preferes contiennent des sequences pofypepltdiques choisies parmi : 
10 REVLEWRFOSRLAF HHVAREL (IX) 
REVLEWRFDSKLAFHHVAREL (X) 
REVLEWRFDSK LAFBH MAREL (XI) 

respectrvemenl issues des sequences codabtes contenues dans les genomes de LAVla. HTLV HI. ARV2 el LV 
rappelees dans le tableau. Les elements de sequence soufrgnes correspondent aux sequences davantage 
15 specrfiques qui ont ete deftntes plus haut. 

D une facon. generate, le nombre total, de residus d'acides amines contenus dans les sequences 
peptidtques selon Hnvention n*est pas determinant. II sera essentieltement limit e par des raisons d'ordre 
pratique, pour ce qui est de la synthese chimrque. Normalemenl le nombre total d'acides amines ne depassera 
pas 50. A vantage use ment, it est inferteur a 30. voire meme a 20. 
20 La capacite des peptides adhesiotopes selon Finvention d'inhiber radhesion d'un virus LAV a des 
lymphocytes T4 peut etre apprectee. notamment par la diminution, voire la suppression de la fixation du LAV 
au recepteur membranake des lymphocytes T4 apres que, soit les lymphocytes (dans te cas de peptides 
contenant RFDS ou SDFR). sort les virus (dans le cas des peptides contenant SOAR ou RADS) aient ete 
preincubes avec ces peptides. 
25 A cet effet on peut utilise/ le virus LAV marque, par exempte couple a la fluorescein© isothiocyanale (LAV 
FITC). La propriete adhesiotope du peptide etudie s'apprecte alors par la reduction ou meme la disparition 
totale de lymphocytes retenant le virus marque* apres separation eventuelte de I'excedent de virus marque 
non fixe sur les lymphocytes. 
On peut naturellement avoir recours a toute autre methode appropriee pour la mesure du pouvotr 
30 adhesiotope des peptides a I'etude. 

ft ya naturellement de. soi que certains des arnmoacides, dans les structures envisagees peuvent etre 
remplacees par d'autres. Eventueltement dans la sequence RFDS. le residu F peut etre remplace par un residu 
. Y. D'une facon generate; on peut. avoir recours a toute substitution. d*aminoacide par. un autre aminoacide 
. isosterique. " 

35 Les peptides selon ^"invention sorit utiDsables comme reactifs, par exempte pour detecter dans un ftuide 
• biologique. tel que le serum d'un malade. des anticorps diriges contre les proteines du virus HIV diriges contre 
la region de la proteine contenant la sequence RFDS ou contre la region contenant la sequence SDAR (bit 
SDAK) de Fenveloppe du virus, 
(.'invention concerne plus particuiierement ces peptides en tant quits peuvent etre utiBses pour la 

40 fabrication d'antfcorps monoclonaux ou poryctonaux susceptibles rJe les reconnaitre specifiquement. Ces 
peptides peuvent etre modifies par Fhomme du metier pour qu'ils puissent se fixer sur le site de fixation du 
LAV sur des cellules T4 sans mterferer avec Factrvrte de la proteins T4 avec le systeme HLA. Ces peptides 
peuvent etre utilises dans des kits de diagnostic pour la recherche d'antfcorps antr-HIV dans le serum des 
malades. Its peuvent aussi etre utilises pour la detection de proteines virates dans le serum des matades et 

45 aussi a des fins therapeutiques par administration a des malades dans le but dTempecher la dissemination de 
['infection a de nouvetles cellules ou a des personnes non encore atteintes et ce a des fins preventives, pour 
empecher Finfection. - 

L*»nvention concerne encore les regions intermediaires entre les sites RFDS et EL. d une part et RE. d'autre 
part, dans tes genomes des dfflerentes formes de virus LAV qui ont ete isotes. 
SO Ces regions sont caracterisees par un grand degre de conservation. II s'agil plus particuiierement des 
regions 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
55 RLAFHHMAR. 

Llnvention concerne aussi Fapplication de ces demiers types de peptides, aux memes fins que cedes qui 
ont ete indiquees pour tes precedents peptides. lis peuvent le cas echeant etre utilises dtrectement pour sa 
fabrication d'anttcorps monoclonaux ou polyclonaux. ceux-ci etant alors aptes a se fixer sur les proteines T4. 
in vitro ou in vivo sans mterferer avec Factivile de la proteine T4 avec le systeme HLA. 

60 L invention concerne encore les compositions immunogenes qui peuvenl etre preparees en mettant en jeu 
les peptides selon ('invention, te cas echeant amenes sous les formes appropriees a la manifestation in vivo de 
cette immunogerrictte. d'une part, et la production d'anticorps. de preference monoclonaux. plus 
specifiquement diriges vers les sites specifiques de ces peptides: Par "sites specifiques", on entend phis 
particuiierement ceux qui ont ete indiques dans ce qui precede, en F occurrence tant tes sites RFDS. SDFR. 

65 SDAR. RADS. EL ou, d'ailleurs egatement, LE. RE ou ER (EL et ER faisant egatement partie de Hnvention), que 
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tes. sites intermediaires enlre ces groupes peptkfiques et plus sp&cifiquement les peptides intermediaires 
entre RFDS et EL. d'une part. RFDS et RE, cTautre pari, dans les genomes des virus LAV concemes. 

a a de plus ete constate que la sequence RFDS constrtue apparemment le site de reconnaissance utittsable 
par d'autres types de virus a regard des cellules qu'tte sont capabtes dlnf ecter. Tet est par exempte le cas du 
rhtnowus HRV14. dont ta proteine VP1 contierit egalement ta sequence RFDS. La meme generalisation peut 
se faire au niveau dautres vims, par exemple le virus d'Epstein-Barr. dont une gJycoproteine contient 
I'adhesiotope RADS. 

D'autres peptides preferes selon (Invention sont caracterises par la formute suivante * 
X---JRFDSD 2 (XII) 

dans taqueDe X et Z ont lis significations sus-indiquees et J est A, V ou L, ces peptides comportant de 6 a 20 
voire 30 restdus aminoacyte. 

©es hexapeptides preferes appartenant a cette categorie de peptides presentent la formule - 
H2 M- VRFDSD-OH (XHt) 

ou ta formule H2N LRFDSD OH (XIV) 

Un heptapeptide prefere appartenant a celte categorie presents la formute ■ 
H2N-LRFDSDL-OH (XV) 

(ci-apres encore designee par la formule LRFDSDL ou par rabreviation "DR-7*)_ 

A cet heptapeptide correspond une sequence contenue dans le domaine B1 de molecules HLA-DR de 
classe 2. 

D'autres peptides preferes conformes a finvention sont caracterises par la formule * 

X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans laquette : 

X el Y ont les significations sus-indiquees, 

B est choisi parmi Y, S, D, F ou N, plus pa/trcuHerernent Y ou D, et 
J est choisi parmi A. V, L et avec F pouvant eventueRement etre remplace par Y. 

Des peptides preferes appartenant a cette categorie de. peptides sont const rtues par des dodecapeotfcJes 
de formute : ^ 
H2N-EEBJRFDSDVGE-OH (XVII) 
et plus particulierement r 
H2-EEYDRFDSDVGE-OH (XVIII) 

(pu encore designe ci-apres par la formule EEYDRFDSDyGE ou par designation *DR12). 

D'une facon generate, ITnventipn concerne tout peptide du meme type susceptible d'avoir une sequence 
. essentielternent semblabte, telle que susceptible, tfetre presente. dans d'autres macules HLA DR non 
Identifies dans le tableau presente a la fin de cette description. 

Parmi ces peptides, on mentionnera encore plus particuJierement ceux de formute * 

■ X — — — EEBJRFDSDVGEURAVTEL— Y (XDC) 

dans JaqueHe X et Y ont les significations sus-indiquees et U est Y, F ou H. 

Dans tous les peptides qui viennent d'etre identifies, 0 sera n^tureUement remarque que les groupes X et Y 
(d&s Iprs quTIs sont differents de H 2 N- et -OH respectivement) doivent etre tels quits ne modifteht pas les 
quafttes adhesiotopes de la sequence RFDS (ou RYDS) elie-mlme. . ^ 

Comme precedemment evpque, les peptides susmdrques peuvent 6tre remplaces par ceux qui leur 
correspondent et dans les antigenes T4 des lymphocytes auxBiaires, les sequences etant presumees 
mterventr dans la reconnaissance mutuelle des HLA-DR et des lymphocytes T4. A litre dexernpte de tels 
peptides, on mentionnera .celui de formute : 

DRADSKL (XX) 45 
(ci-apres designe par "T4-7"), Ces sequences conlenues dans les antigenes T4 sont cefles qui sont 
presumees (ce qui a d'ailleurs ete verifie) interyenir dans tes reactions de reconnaissance mutuelle des 
antigenes HLA (en l occurrence des molecules HLA-DR dans rexemple consfdere) et des lymphocytes T4 A 
titre d exemples de tels peptides, on mentionnera : 

- cefuf de formule ; 

DRADSKL (XX) 50 
tci-apres designe par rabreviation T4-7-). ce peptide correspondant au peptide "DR-7" susdit ou 

- celui de formule : 
KLNDRADSRRSL |XXI) 

(ci-apres designe par r abreviation 14-12 ). ce dernier peptide correspondant alors au peptide 'DR-12- 55 
L invention concerne done egalement. et de facon plus generate, des peptides contenant la sequence 
et. entourant celte-ci. des sequences peptidiques nlnterferant pas avec la capacfte de la sequence 
RADS a etre reconnue par des molecules HLA humaines. plus particulierement HLA-DR 

L "invention concerne encore plus particulierement parmi les peptides precedents ceux qui sont capabtes 
dexercer leffet immunomoduteteur dont it a ete question dans le preambute de cette description plus €0 
particulierement a legard ds antigenes generalement susceptibles tfinduire in vivo des reponses 

immumtaires mediees par des antigenes HLA de classe II. notamment HLA-DR. ~" 

A eel egard. P a ete constate que des peptides conformes a Invention, notamment tes peptides de formules 
2;\ XV 1 ,K *X et X* 1 6,aient capaWes comme les anticorps monoclonaux spedfioues des molecules 
HLA-DR. el T4. respectivement. d kihiber in vitro les interactions entre tes macrophages et tes lymphocytes 65 
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auxEKaires iryrnprtocytes T4 j. d une part et entre tes lymphocytes T4 et les lymphocytes B, d'autre part. Les 
proprietes inhibilrices de ces peptides ont ete mises en evidence soft indivktueJlement. soit dans des essais 
de synergie d'inbtbittoh realises in vitro dans uh systeme experimental tout a fait analogue a celui decrit par A. 
FISHER etal Eur. J. Immunol (19B6), 16 : 1 111-1 1 16. visant a etudier les reponses irnmunes in vitro de ces 

5 lymphocytes & regard du meme wus de la grippe, si ce n est que ces essais ont ete realises avec des doses 
sub-inhibitrices <Je peptides comptementaires l*un de lautre iEEYVRFDSDVGE et KLNDRADSRRSL). en lieu 
et place des doses sub-inhibilrices d'anticorps anlnHLA-DR et anti-T4 respectivement qui avatent ete mises 
en oeuvre dans ces essais de synergte d'inhibition par FISHER et aJ. 
On rappedera en etfet que. dans ce systeme. (incubation in vitro, dune part, de lymphocytes T auxiliaires 

to avec un anticorps anti-T4 en concentration infra inhibitrice. et. cfautre part- de lymphocytes B avec on 
anticorps anti-HLA-DR en concentration intra-inhibitrice. provoque une inhibition puissante de la production 
d'anticorps. 

Ha ainsi ete mis en evidence que le peptide EEYVRFDSDVGE (DR-12) analogue de molecules HLA de 
classe II DR (strictement des molecules murines IAk) inhibe de (aeon tres significative et reproductible la 
15 proliferation specifique du virus influenza des lymphocytes T ainsi que la production d'anticorps contre ce 
virus a des concentrations de I'ordre de 10 micro-motaires. Cette inhibition est faible sous I'effet du peptide 
RFDS seui. Des resultats intermediates sont obtenus avec des peptides contenant la sequence RFDS 
entouree d'acides amines, de ceux qui, dans les molecules HLA de classe IK entourent la sequence RFDS. 
C'est ce que Ton a notamment observe avec le peptide "DR-7*. 
20 Un peptide de 12 acides amines contenant la sequence RADS. en particulier le peptide KLNDRADSRRSL a 
une actrvite inhibitrice moderee mais significative. 

L'effet inhibit eur de ces peptides, analogues de la molecule HLA de classe II se sont reveles tout a fait 
paralleles a ceux que Ton peul obtenir a laide d'anticorps monoclonaux diriges contre la molecule T4. Ainsi un 
• clone de lymphocytes T specifique du virus influenza dont la proliferation, induite par I'antigene est resistante a 
25 rmhibttion par des anticorps-anti T4 est egalement resistante a ITnhibition par les susdits peptides analogues, 
alors que reflet auxiltaire (activation des lymphocytes B) de ce meme clone est sensible aussi bien aux 
anticorps arrti T4 qu'a ces peptides, analogues de DR. 

Un argument supp&mentaire en faveur d une interaction reelle entre RFDS et RADS resulte d* experiences 
demontrant une synergic d'inhibition par ces peptides des interactions ceflulatres. 
30 On observe, dans les conditions experimentales decrites par FISHER et at, une inhibition importante de la 
proliferation 6u de la production d'anticorps specifiques du virus influenza, torsque des lymphocytes T; apres 
avoir ele pr6-incubes avec des concentrations infra-inhibitrices du EEYVRFDSDVGE. ont ete mis en contact ; 
soit 'avec des monocytes, soit avec des lymphocytes B, qui avaient egalement ete pre-incubes avec des 
concentrations infra-inhibitrices du peptide analogue de T4 KLNDRADSRRSL L'effet de synergje ainsi 
35 ' observe n est pas obtenu en utillsant d'autres peptides ou eventuetlement .d'autres anticorps sans rapport 
avec les molecules T4 et classe II. 

La vafidrte de ces resultats est confirmee par le fait que les peptides utilises n'bnt pas d'effet cytotoxique sur 
les cellules employees. Us nlnhibent pas des tests fonctionnels des lymphocytes T nlmpKquant pas les 
molecules HLA de classe II. D'autre part; en pre-incubant les peptides avec des anticorps anti-peptides. 
40 speciftques. on peut bloquer l'effet inhibiteur du au peptide. 

Cependant. les sequences adjacentes a la structure preservee RFDS, mais qui varient entre molecules HLA 
DR. DQ et DP. pourraient avoir un role dans Tetabfissement d'une structure tertiaire indispensable a 
("interaction avec les molecules T4. En etfet les peptides analogues de HLA DR n'ont pas d'effet inhibiteur/. 
Les peptides selon (Invention peuvent §tre prepares par les techniques cfassiques. dans le domains de la 
45 Synthese des peptides. Cette synthese peut etre realisee en solution homogene ou en phase sofide. 

Par exempie on aura recours a la technique de synthese en solution homogene decrite par HOUBENWEYL 
dans Touvrage intitule "Methode der Organischen Chemie* (Methode de la chimie organlque) edite par E- 
WUNSCH. vol. 15-1 et tt. THIEME. Stuttgart 1974. 
Cette methode de synthese consiste a condenser successrvement deux a deux les aminoacyles successifs 
SO dans I'ordre requis. ou a condenser des aminoacyles et des fragments prealablement formes et contenant 
deja pfusieurs residus aminoacyles dans I'ordre approprie. ou encore plusieurs fragments prealablement ainsi 
prepares, etant entendu que Ton aura eu soin de proteger au preaiable toutes les fonctions reactrves portees 
par ces aminoacyles ou fragments, a ('exception des fonctions amine de Tun et carboxyle de I'autre ou vice 
versa, qui dorvent normalement intervenir dans la formation des naisons peptidiques. notamment apres 
55' activation de la fonction carboxyle. selon tes methodes bien connues dans la synthese des peptides. En 
variante. on pour r a avoir recours a des reactions de couplage mettant en jeu des reactifs de couptage 
dassique. du type carbodSimide. tels que par exempie la 1^thyt-3-(3^imetftyl-arrunopro 
Lorque raminoacyte mis en oeuvre possede une fonction acide suppiementaire (notamment dans le oas de 
facide gtutamique). ces fonctions seront par exempie protegees par des groupes t-butytester. 
GO Darts le cas de la synthese progressive, acide amine par acide amine, la synlhese debute de preference par 
la condensation de I'arninoacide Oterminal avec faminoacide qui correspond a raminoacyle votsin dans la 
sequence desiree et ainsi de suite, de proche en proche. jusqu'a I' acide amine N-terminal. Selon une autre 
technique preferee de llnvention. on a recours a cette decrite par R.D. MERRIFIELD dans Tarticle intitule 
'Solid phase peptide synthesis" (J. Am. Chem. Soc.. 45. 2149-2154). 
66 Pour labriquer une chatne peptidique selon le procede de MERRIFIELD. on a recours a une resine potymere 
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tres poreuse, sur laquelle on fcce le prermer ammoackte Otenmtnal tie la chalne. Cet aminoacide est fixe sur la 
resine par rintermedBire de son groupe carboxyfique et sa fonction amine est protegee par exemole oar te 
groupe t-butyloxycarbonyfe. 

Lorsque te prermer aminoactde Oterrninal est ainsi fixe sur la resine. on enteve Te groupe protecteur de la 
fonction amine en tavant la resine avec un acide. 

Dans te cas ou le groupe protecteur de la fonction amine est le groupe t-butytoxycarbonyte 3 peut fttre 
eOmine par trartement de la resine a TAIde d'acide trffluoroacetkjue. 

On couple ensurte le deuxieme aminoacide qui foumit le second aminoacyle de la sequence recnerchee a 
partir du resrdu aminoacyle C-terminal sur la fonction amine deprotegee du premier aminoacide C-terminaj fixe 
sur la chalne. De preference, la fonction carboxyte de ce deuxieme aminoacide est activee, par exemple par la 
dicyclohexyJcarbodnmide. et la fonction amine est protegee, par exemple par le t-butyioxycarbonyte 

On obtient ainsi la premiere partie de la chain© peptidique recnerchee, qui comporte deux aminoackfes et 
dont la fonction amine terminate est protegee. Comme precedernment, on deprotege la fonction amine et on 
peut ensuite proceder a la fixation du troisieme aminoacyle. dans les conditions analogues a celles de 
('addition du deuxieme aminoactde Oterrninal. 

On fixe ainsi, les uns apres les autres. tes acides amines qui vent constituer la chalne peptidique sur te 
groupe amine chaque fois deprotege au preaiable de la portion de la chalne peptidique deja formee et aui est 
rattachee a la resine. ' M 

Lorsque la totalite de la chalne peptidique deslree est formee, on etimine les groupes protecteurs des 
different;, aminoacides constituant la chaine peptidique ei on detache le peptide de la resine par exemole a 
Patde d'acide fluorhydrique. . 

invention concerne egalement les oligomeres bydrosolubies des peptides monomeres sus-indiques. 
Lofigomerlsation peut provoquer un accroissement de ITmmunogenicite des peptides monomeres- selon 
hnventiori. Sans qu\jne telle indication chiffree puisse etre consid6ree comme limitative, on mentionnera 
neanmoms que ces oligomeres peuvent eventuellement contenir de 2 a 25 unites monomeres 

EBe concerne plus particuljerernent ceux des oligomeres dans lesquels les motifs adhesiotopes sont relies 
les uns ^ux autres par des chamons pepticfiques intermediaires n'interferant pas avec leurs possibflites 
d'exposition. Ces chabons sont par exemple constrtues par des dipeptides Ala-Ala. 

On peut . avoir recours. pour realises foligoraerisation, a toute technique de polymerisation couramment 
utHisee dans le domaine des peptides, cette polymerisation etant conduite jusqua Tobtention d'un oligomere 
ou porymere ontenant le nornbre de motifs monomeres requis poiir ('acquisition de Hmmunogenicite dfisiree 

Une melhode preferee de roligomerisation ou de polymerisationdu monomere consiste dans la reaction de 
cehri-ci avec un agent q*e reticulation, tel que le glutaraWehyde. 

On peut egalement avoir recours e d'autres methodes d'oligornerisation ou de couplage par exemple a 
ceBe mettant en > jeu des courtages successifs d'unrtes rror^rneres, par rintermediaire de' leurs forictions 
terminates carboxyte et amine en presence d'agents de couplage homo- ou hetero- bifonctionnels 

On peut egalement, pour la production de molecules compprtant un ou ptusieurs motifs nonapeptWiques 
tete que defmis ci-dessus, avoir recours. a des techniques du genie genetique mettant en oeuvre des 
mrcro-organismes transformes par un acide nucleique determine comprenant des sequences nucleotkfiaues 
appropriees. correspondantes. 

LTnvention concerne encore les conjugues obtenus par couplage covalent des peptides selon Invention 
{ou des susdits oligomeres) a des molecules porteuses (naturelles ou synthetiques) physiologiquernent 
acceptable* et non toxiques. par rintermediaire de groupements reactlfs complernentaires respectivement 
portte par 4a molecule porteuse et le peptide. Des exemples de groupements appropries sont illustres dans ce 

A titrei cfexemples de molecules porteuses ou supports macrornoleculaires entrant dans la constitution des 
conjugues selon hnvention, on mentionnera des proteines naturelles. tettes que fanatoxine tetanique 
I ovatt>um»ne. des serums albumrnes. des hemocyanines. etc.. 

A litre de supports macrpmolecutaires synthetiques. on mentionnera par exemple des polylysines ou des 
poly(D-L-atanine)-pory(L-?ysine): ' 1 

La mterature menttonne d'autres types de supports macrornoleculaires susceptibles d'etre utilises 
lesquels presentent en general un poids molecufeire superieur a 20.000. 

Pour synlhetiser les conjugues selon Hnvention. on peut avoir recours a des procedfes connus en sol tels 
que cetui decrit par FRANTZ et ROBERTSON dans "Infect, and Immunity'. 33; 193-198 (1981) ou celui decrit 
dans Applied and Environmental Microbiology-, octobre 1981. vol. 42. n ' 4*7611-614 par P E KAUFFMAN en 
utBisant te peptide et la molecule porteuse appropriee. 

Dans la pratique, on utilisera avantageusement comme agents de couplage les composes suivants cites a 
litre non Emttatif : aldehyde glutarique. chlorolormiate d ethyle, carbodimides hydrosolubtes (N^thvt-N {3-<6- 
m^lhylamino-propyl) (^rbodiimide. HQ), dfisocyanales. bisdiazobenzidine. di- et trichloro-s-triazines 
bromures de cyanogens benzoquinone. ainsi que les agents de couplage mentionnes dans Scand S 
Immunol.. 1978. vot. 8. p.7.23 (AVRAMEAS. TERNYNCK. GUESOON). 

On peut avoir recours a tout procede de couplage faisant mtervenir dune part une ou ptusieurs fonctions 
reactives du peptide et dautre part, une ou ptusieurs fonctions reaches des molecules supports 
Avan ageusement. it sagtt des fonctions carboxyte et amine, lesquefles peuvent donner lieu a une reaction de 
couplage en presence d un agent de couplage du genre de ceux utilises dans ta synthese des proteines par 
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exernple le 1^my*^(3-diniethYlan^^ le N^iy&oxybenzotriazote. etc On peut encore 

avoir recours a la glutaraldehyde, notarnment lorqu'B s'agit de refier enlre eux des groupes amines 
respect Wement portes par te peptide et la molecule support. 
" ' Des caraclertstiques supptenrentaires de llnventron apparaitront encore au cours de la description qui suit 

5 des conditions dans tesqueJIes des peptides preferes de ( invention ont ete obtenus. 

EXEMPLE 1 : 

Synthese du Arg-Phe-Asp-Ser-Ala-Ata-Arg-Phe-Asp-Ser 
10 Pour preparer ce peptide, on a recours a la synthese peptidique mentionnee cMJessus et on procede 
comme suit ou de facon equivalente. 
Les abreviations utiRsees dans le cadre de cette synthese ont la signification survante : 
BOC : l-butvtoxycarbonyte 
Asp : abide aspartique 
15 Ala : alanine 
Arg ; arginine 
Ser : serine - 
Phe : phenylalanine. 

On utilise comme aminoacldes des N-afpha-arninoacides proteges uniquement avec le groupe 
20 Mxityloxycarbonyle (BOC). 

Les groupes fonctionnefs tateraux sont proteges comme suit : 
Arg est protege par le groupe tosyle. 
Asp est protege par le groupe cyclohexyte 
Ser est protege par le groupe benzyte. 
25 On distiOe CH2CI2 a partir de Na?C03 anhydre avant utilisation. 

II est.avantageux d*utifiser un support de r£sine constitue par un copofymere chloromethyle de styrene et de 
' divmyfbenzene a 1 °/o (commercialise par les Laboratoires BIORAD). 

La N-alpha-t-butytoxycarbcnr^l-O" t^nzyt-serine est de preference esterifiee sous forme de son se) de • • 
cesium (GISINB .F. (1973> Helv. Chira Acta 56,1476). 
30 • La synthese est effectuee dans un syntbetiseur automatique du type de cetoi commercialise par BECKMAN 

sous. la designation 990 B. . . v 
* Chacun des actdes arreires entrant dans la constitution du peptide selon Hnvention est fixe a la chaine 
. - peptidique deja forrnee comme il est imfique cypres. 

a) On lave trois f ois la resine pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene pout la mettre 
35 en suspension. 

b> Oh lave ensuite une fois pendant environ trois minutes avec de racide trifluoroacetique a 40 tVb pour 
impregner la resine. 

c).On relave une fois pendant environ 30 minutes avec de I'actde trifluoroacetique pour deproteger le 
groupe N-terminal de la chaine peptidique deja forrnee. 
40 d) On lave ensuite deux fois pendant environ 3 minutes vec du chlorure de methylene pour eKminer 

I'acSde trifluoroacetique. 

e) Puis, on lave deux fois pendant environ 3 minutes avec de J'alcool isopropyiique pour eBminer le 
chlorure de methylene. 

f ) Puis on reimpregne le milieu en lavant 4 fois pendant 3 minutes avec du chlorure de methylene. 

45 g) On lave trois fois pendant environ 3 minutes avec de la diisopropylethylamine pour neutraOser la 

fonction amine, qui se trouvait salifiee sous forme de son sel avec 1'acide trifluoroacetique. 

h) On lave quatre fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene pour chasser la 
dusopropylainme en exces. 

i) On ajoute 1'acide amine a fixer stir la chaine peptio^ued6ja forrnee, comrrieinalqueciKJessc^. 
50 ]) On lave ensuite trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene. 

k) Puts on chasse le chlorure de methylene en lavant deux fois pendant environ 3 minutes avec de 
faicool isopropyBque. 

I) On lave enfin trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene, pour remettre le 
mHieu reaclionnef dans son sotvant. 
55 En ce qui concerns la fixation de chacun des acides amines a une chaine peptidique deja forrnee, on a 
recours a un acide amine {en exces par rapport a la chaine peptidique deja forrnee. cet exces correspondant a 
environ trois fois la charge de la chaine peptidique) dont la fonction amine est protegee par le groupe 
t^utytoxycarbonyte et dont la fonction acide est actrvee par la o^cyctoriexytcarbodiirnide, rhydroxybenzotria- 
zote ensuite addffionne afm de minimiser les reactions secondares (ARENDT A„ KOLODZIEJZKYK A.M. 
60 (1978) Tetrahedron Lett 40. 3867), (MOJSOV S:, MITCHELL A. R. (I960) J. Org. Chem. 45. 555). 

Apres chaque etape d'addfflon dun acide amine, on determine taquantrte d'acide amine I tore qui n'a pas ete 
fixee stir la chaine peptidique. par le test a la ninhydrine (KAISER E:. COLESCOTF FLL. et al. (1976) Anal 
Biochem. 34, 595). 

A la fin de la synthese. on elimine tous les groupes protecteurs fixes sur le peptide porte par la resine. On 
65 detache le peptide de la resine a faide crackle fluorhydrique anhydre a raison de 10 ml d'HF anhydre par 
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graimrie de rfeslr», en prfesence <te crcsof H g par ^amro 

environ 60 minutes. K H 

Aprte evaporation de Taclde fluoitydrique, le melange reattionnel est lave a Tether et te peptide est seoare 
de ta resine par extraction a 1'aide tfacide acetique a 5%. Les extraits sdnt dHues a reau et ryopr^ises 

Le peptide brut obtenu est soluble dans reau. » est purffie par chromatography sur una colonne du type de s 
cette commerciaiisee sous le nom GF 05 (IBF) en utOisant comma phase mobile de Tacide acetique a 5 % On 
ntesure one absorption a 254 nm. Les cfifferentes fractions du pic principal sont examinees sur le plan de teur 
homogeneite et rassernblees, puis repurffiees par HPLC (abreviation de ('expression anglaise -High Pressure 
Uquid Chromatography* ou 'Chromatographie en Phase Uquide Haute Pression). chargees en le materiau 
connu sous la marque PARTISIL ODS2 {Whatman, magnum 9). au moyen <Tun gradient de 0 a 70<Vb w 
dac6tonitrile en presence de 1 pour mifle dacide trifcioroacetique. Les fractions sont coltectees et 
lyophjOsees avec un rendement global de 25%. 
La composition en acides amines, apres hydrolyse adde totale. confirme la structure du peptide 
On mesure la purete par chromatographie DquRSe sous haute pression en phase inversee sur une colonne 
dutypede ceDe commerciafisee sous le nom u Bondapack C18 dans taquetle lefuant est un gradient que Ton rs 
fait passer en 20 minutes de la composition 0 <W> d'acetone - 100 <to de tampon phosphate 0 0025 M D H 2.5 a la 
composition 60 <*> d'acetone^tt) tampon phosphate. ^ ' ' P" « a » 

EXEMPLE 2 : 

Synthese du peptide de formule RAPS 

La synthese est reafeee dans des conditions analogues a ceBes decrites dans I'exemple 1 
On obtient le peptide avec un rendement de 30 <W>, 

EXEMPLE 3 : 

c^a^nS!^' ° n rfealise tes ^theses de KLNDRADSRRSL et des polypeptides suivants : 
v*L/r* rlAAf^t F D.S 

RADSAASDAR 

SDARAARADS. 

EXEMPLE 4 : 36 

De la memefacon, on realise les syntheses des polypeptides dont les sequences correspondent a cenes 
Sf*"^° U d ° nt les abreg6es apparaisseht a gauche de la liste qui suit * 

HLA-DR2p VRFLDRYFYNQEESVRFDSDVGEFRAVTELGRPDA * 
LAV-F SLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELPHEYF « 



«-r,w-, ^■^vmvurcricvurvvnru^ra^hHrfVAHkLPHEYF 
HRV r 14,VP1 SLVQLRKKI^UrTYVRFDSEYTlLATASQPDSANy 
T8 RLGDTFVLTLSDFRRENEGYYFCSAL 
T4 NQGSFLTKGPSKLNDRAFSRRSLWDQGNFPL 
EBV DGNKETFHERADSFHVRTNYKIV 

EXEMPLE 5 : 

Sequence con! enue dans la glycorproteine d'enveloppe 

- de ARV2 : GVPVWWKEATTTUFCASDARAYDTEVHNVWAT 

- de lav ) 

HTLV HI ) : GVPVWWK EATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWAT 
LV ) 



20 
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EXEMPLE 6 : 

Les peptides suivants ont ete synthases (et certains d'entre eux testes, comme decrit plus haul dans des 
essais de mediation ceWulaire in vitro selon la technique de FISHER et all * *m 

- Peptides de 4 acides amines 
"DR-4" ; RFDS HLA classe II 

- Peptides de 7 acides amines 
Ti-7* : DRADSRK T* 
TDHT : LRFDSDL DR 2 

- Peptides de 10 acides amines 55 
RFDS-ArA-RFDS "~ 

SDFR-A-A-SDFR ' 

- Peptides de .12 acides amines 
-T4-12: : KLNDRADSRRSL 

•DR-12- : EEYDRFDSDVGE 60 
L'efrrcacite des peptides selon l invention. en tant qu inhibiteurs de (adhesion du LAV a des lymphocytes T4 

est Hlustree ci-apres pr les resuttats qui ont ete obenus avec le peptide RFDS AA RFDS 

La fixate du LAV a son recepteur membranaire a ete cfirectement appreciee par ('analyse de la fixation 

membranaire du wus LAV couple a la fluoresceine (LAV FfTC). En bref. 10* cellules sont Incubees avec 6 65 
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mfcrogrammes de tAV FUC. tavees. puts examinees au microscope a fluorescence. Par cette technique, on 
detecte habitueflemeht environ 10 °fo de cellules marquees dans une population de cellules T4 + puriftees. 
Pour evaluer la capactte du peptide synthetique a bloquer cette fixation, des cellules T4 ortt ete preincubees 
avec des concentrations variables du peptide, pendant 30 minutes a 4" . Apres lavage de rexces du peptide 
5 rton fixe, un marquage classique par te LAV RTC. Par cette technique, on a pu observer que Ee peptide etudie 
inrubait completement la fixation du LAV FTTC d son recepteur jusqu'a des concentrations aussf basses que 1 
micrograrwne par mittililre. 

On decrit ct-apres des conditions preferees dans lesqueBes les interactions cellulaires entre les monocytes, 
les lymphocytes T4 et les lymphocytes B peuvent etre influencees par les peptides seton (Invention. 

10 

1 - Preparation des cellules mononucleees du sang peripherique (CMP) 

Le sang veineux est coRecte a partir de volontaires sains sur liquemtne {2500 U. 1/mt~Rocrte) et dilue dans 
une solution de Hank's 1 X (Biomerieux). Les cellules mononucleees sont ensuite isolees par centrifugation 
sur FteoH-Hypaque (Pharmacia Uppsala. Suede), densite 1,077. lavees et resuspendues dans du mfteu RPMI 
75 1640 (Gibco-Biocult. Ecosse) supplement^ avec 1 ml de L-glutamine (Biomerieux). 10 *fo d*un pool de serum 
AB humain decomplemente (30 minutes a 56° C) et d'antibiotiques (100 U/ml perriciBine, 100 ug/mi 
Streptomycins). 

2 - Enrichfesernent en lymphocytes T - Rosettes E (17) 

20 

2-1 Sensibiaisation des globules rouges de mouton 

Les globules rouges de mouton sont laves trois fofs en milieu Hank's 1X. 20 ml de suspension de globules 
rouges a 2°/o sont sensibilises avec 1 ml de Neuraminidase 1 U/ml (test. Neuramimdase-Behrmg 
Werke-AJtemagne) pendant 30 minutes a 37 C C. Les globules rouges sensfcffises sont laves trois fols en 
25 Hank's et reajustes & 2 %. 

2.2 Absorption du serum de veau foetal (SVF) 

Le serum de veau foetal (Gibco) est absorbe trots fois sur globules rouges de mouton (1 volume de culot 
globulaire pour 1 volume de serum de veau foetal) 
30 - deux fois 30 minutes a 37 ? C 
- une fois 60 minutes a 4°C 

2:3 Formation des rosettes E 
Les lymphocytes sont mis a une concentration de 10 7 /rhl dans du RPMI 1640 sans serum. 2 ml de . 
35 suspension' de globules rouges sensibilises a la rieuiarnirtidase et 02 ml de SVF absorbe sont ajoutes a 1 ml 
de suspension lymphocytaire. 
Les tubes sont centrifuges a 200 g pendant 5 minutes places dans la glace pendant 1 heure au minimum. 
Le culot est ensuite remis en suspension tres deBcatement. ^population celliiaire formant rosettes (E+ ). 
tres enrichie en lymphocytes T est separee du reste des cellules (E-) par sedimentation sur gradient de Rcoll 
40 a 4 C C. 

Les globules rouges sont ensuite lyses par un choc hypotonique et les lymphocytes sont laves trois fois en 
Hank's. 

3 - Separation des populations T. B, monocytes 

45 Les monocytes sont obtenus apres adherence des cellules mononucleees (10 7 /ml) sur borte de Petri 
(Coming) pendant une heure a 37° C. Ces boTtes de Petri ortt ete preateblement incubees a 4°C avec du SVF 
decomplemente, durant la nuit. Apres avoir recupere les cellules non adherentes, les celtUes adherentes sont 
detachees avec un barreau caoutchoute (rubber policeman) et par un pipettage vigoureux. Apres deux . 
lavages. eOes sont irradiees a 4000 rads (IBL 137. source Cs-137, CEA). 

50 Les monocytes restants sont separes des ceDules non adherentes par un traitement a la L-methytteucine . 
ester (5.10* /ml, 5 mM final. Sigma) 40 minutes a temperature ambiante (18). La reaction est arrelee par 
addition de serum AB humain (10<Vb final et lavages a frokt). 

Les lymphocytes T et B sont separes par la technique des rosettes E: Les ceOuJes T etant capable* de 
former des rosetles en presence de globules rouges de mouton sensibilises a la neuraminidase, apres une 

55 incubation d'une heure a0°C. tes ceflutes formant rosettes (E+) seront separees des ceDules ne formant pas 
rosettes <E- ou B) par sedimentation sur gradient FtcoB-Hypaque. Les globules rouges de mouton sont lyses 
par choc hypotonique. 

4 - Obtentton de Ttgnees T. interteukine 2 dependantes. specifiques du vims influenza 

60 Les fignees specifiques du virus influenza Bangkok (A/Bangkok) sont obtenues a partir de ceBules 
mbnonuctees de donneurs sensibilises (19). 

Les lymphocytes sont mis a la concentration de 10 6 /ml dans du milieu RPMI. contenant 10 <Vb de serum AB 
humain (SAB) en presence du virus A/Bangkok a 5 iig/ml. 10 mi sont repartis dans des ftacons de culture 
(25cm 2 . Corning). 

65 Apres 7 purs de culture a 37" C en atmosphere humkfe contenant 5 <Vb de CO2. tes ceDules mortes sont 
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elirninees par sedimentation sur gradient de Ficolt. Les btastes sensibilises par le virus sont recuefflis et 
reajustes a (10+ s )/mt dans du milieu BPMI. 10<yb. SAB contenant de linterieuklne 2 recombinant 
(BtOGEN-Suise) teste sur fignee CTLU. et utilise au 1/16000 final, en presence xkt lymphocytes autologues 
irradies a 4000 rads ou de Hgnees B autologues inimortalisees par le virus dEpstein-Barr, irradiees a 8000 rads 
(ceflules de supplementation ou "feeders"}. Ces "feeders* autologues sont ajoutes tous les 7 jours a un 
rapport : 1 "cellule feeder" pour 1 cellule de Kgnee. Le milieu de culture est remptace par du milieu frals 

- contenant 50 9*> de sumageant riche en IL2. et de ffl_ 2 recombinant, les ceDutes etant reajustees a (10+ 5 )/mf 
tous les trois jours. 

5 - Obtentiort des lignees B immortalisees par le virus d'Epstein-Barr (EBV) 

Des cellules mononucleees fraiches ou decongetees sont resuspendues a la concentration de 2.10 6 /ml 
dans du millieu RPMI contenant 20 % de serum de veau foetal decomplemente, en presence d'EBV, obtenue a 
partir de lignees hematopoietiques B95-8 de marmosrt (N.I.G.M.S, Copewood St. Camden), et de cyclosporin 
A a 1 ug/ml final, bloquant toute activation des lymphocytes T. 

La culture se fart a 37* C en atmosphere humide contenant 5^ de CO2. Le milieu est change tous les 5 
jours. 

6 - Obtenlion des sumageants riches en IL 2 

Des lymphocytes sont Isoles du sang de deux ou trois dortneurs, apres incubation du sang one nuit a 37° C. 
Ces tyrnphocytes sont ensuite regroupes, irradies a 1000 rads et ajustes a 10 6 ml en RPM1 1640 supplemente 
en L-glutamine (2 mM), antibiotiques, 20% de serum AB humain decomplemente et 2 ug/ml de 
phytohemaggJutinine purifiee (DIFCO). 

Apres 48 heures de culture a 37* C en atmosphere humide contenant 5 % de CO2, le sumageant, riche en IL 
2. est recueiffi, ftttre (flltre de 0,45 urn de porosite, SchlOcher et Sorted, Allemagne) et conge!6 a -20° C (usque 
I'empioL 

L*IL 2 recombinant (BIOGEN. Geneve. Suisse) teste sur. lignees CTLL 2, et ajoute aux sumageants 
precedents, est aussi utilise dans les tests de proliferation cellutaire au 1/16000 final. 

7 -Test de proliferation cellulaire 

La profiferation fymphocytaire est induite sort par des mitogenes 

- Phytohemagglutinlne (PHA) 1/700e (DIFCO), soit par des antigenes apres sensibBisation du sujet (natureHe 
ou par vaccination). : 

r CaVididtne (Cd) 500 ug/ml (Institut Pasteur), . 

- Virus influenza A/Bangkok 2 ug/ml (Institut Pasteur). ; . 

Les cellules sont incubees a 37°C en atmosphere humide contenant 5 <>A> de CO2 pendant trois jours pour 
les proliferations induites par la PHA, et de six jours pour les proliferations induces par les antigenes 
precedents. 

Selon le type de ceflules utilisees. : fraiches ou lignees, le test subira quelques modifications. 

- Pour les cellules fraiches. les lymphocytes sont mis a la concentration de 10* /ml dans du RPMI 1640 
contenant 10 °/b de serum AB humain decomplemente. supplemente de L-glutamine et d'antibtotiques, 200 \i\ 
de la suspension cellulaire sont distribues dans des rrucroptaques a fond rond, en triple (FLOW). * 

- Pour les populations separees, les lymphocytes sont mis a la concentration de 10 6 /nil. dans le mffieu RPMI 
10 <Vb serum humain, et les monocytes irradies a 0,25.10* /ml. 100 jil de cheque suspension cellutaire sont 
distribues dans des microptaques a fond rond, en triple. 

- Pour les lignees T specifiques du virus influenza 15.10* ceDutes de la lignee prealabtement lavees pour 
elimfner le TCGF, sont recombinees avec 3.10* lymphocytes irradies a 4000 rads, dans des microptaques a 
fond rond Pour les Dgnees, la culture est de 72 heures. 

Dans lous les cas. (Induction de la profiferation est realisee avec 1 a 2 ug/ml de vims influenza A/Bangkok. 
La prolS6ration cefluiatre est mesuree a I'aide d'un compteur a scintillations iiquides (Minaxi tri-carb 4000, 
Packard) par (Incorporation de thymidine trffiee (CE A), 1 uCi/puits. 8 heures avant la fin de la culture. 4 lignees 
que nous avons obtenues sont testees : PT3, HT4. PT2. FPT1. ainsi qu'un clone T auxitiaire (helper) disponible. 
obtenu par cfilution limite : SB 12 (8). 

8 - Test pour la production d'ahticorps anti-influenza 

Les preparations ceHulaires T. B, separees par la technique des rosettes E. et les monocytes irradies. sont 
resuspendus dans du milieu RPMI 1640 contenant 10 <Vb de serum de chevre decomplemente (Flow), 
recombines & raison de 10. * lymphocytes B. 5.10* monocytes, Z10 5 lymphocytes T qui sont les 
concentrations optirnales prealabtement mises au point par le laboratoire (16). Le virus A/Bangkok est ajoute 
a fea concentration finale de 2 ug. 

Les cellules sont incubees a 37" C en atmosphere humide contenant 5<W» CO2 durant 7 jours^ Les plaques 
sont alors cenlrifugees et les 200 jil de surnageant sont remplaces par 100 ul de RPM1 1640 supplements en 
L-gjutamine (1 mM). antibiotiques et 1 vol: de serum de veau foetal decomplemente. Apres 5 jours de culture 
supplementaires. les sumageants sont recoltes et stockes a -2 C. U determination, des anticorps 
anti-influenza presents dans les sumageants de culture est realisee par la methods immumj-enzvmatique 
(EUSA). 
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9 - Dosage des anticorps - technique EUSA (20) 

Fixation de fantigfene . 
5 50 til de virus influenza (50 |ig/mi) 

1 heure a 37*C 

2 lavages PBS. 1 lavage PBS-BSA 3 Wo 
PBS : tampon phosphate saline 
BSA : albumine .bovine 

W 

Saturation des sites de fixation 
50 ul de PBS-BSA 3<K> 

1 heure a 37 C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSDA 3% 

15 

Fixation speciSgue des anticorps a doser 
50 ul de sumageants a tester 

1 heure a 37* C 

2 lavages PBS- 1 lavage PBS-BSA 2<Vb 

20 

Fixation de rantigtobufine coupfee a la phosphatase alcafine 
50 ul de GaHlgG-phosphatase alca&ne 

1 heure a 37* C . 

2 lavages PBS- 1 lavage PBS-BSA 2% . 

25 3 lavages tampon bicarbonate pH 9.6, MgCfe 1.07 M 

Reaction enzyme substrat 

100 ul de p-nhropherrylphosphate disodtque (1 mg/ml). Lecture de la densite optique a 405 ran sur un 
spectrbmetre MULTISKAN T1TERTEX (FLOW). 

30 

10.T Sequences peptidtques. utifisees 

- Peptides de 4 acldes amines 
*DR-4 - : RFDS HLA classe II 

35 ■= ■- 

- Peptides de 7 actdes amines 
T4-7- : DRADSRK T4 
"DR-7- ; LRFDSOL DR 2 

40 -Peptides de 12 actdes amines . 
T4-12" : KLNDRADSRRSL 
"DR-12" : EEYDRFDSDVGE 

11 - Anticorps monoctonaux. utilises 
45 OKT4A (IgG 2) Anticorps monoctonaux de la serie OKT 

OKT4D (IgG 1) (ortho-diagnostic) prepares chez la souris, revelant ies lymphocytes T dits inducteurs. 

IOT3 (lgG2a) Anticorps monoctonaux (Immuno Tech) 
. IOMi (tgG1) prepares chez la sourls et revetes par una antiglobuline anti-^nmunoglobuEne de souris couplee a 

un ftuorochrome (Nortfic) 
50 IQT3 revelant Fensemble des lymphocytes T matures 

J0M1 revelant Ies monocytes 

L243 (lgG2a) Anticorps monoctonaux ( Becton-Di ckinson) 
CA206 (lgG2a) revelant Ies molecules HLA-DR 
L243 
56 206 

Leu 1 (lgG2a) Anticorps monoclonal revelant Ies populations T (CDS) (Becton-Dickinson). 
RESULTATS 

60 1 - Inhibition de la proliferation des lymphocytes T 
1-2 - Utilisation de cellules T frajcbes 
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F igure 1 

^«««gyreestillustratta 
de la concentration en peptide (en pg/rrif) dans te milieu de cuHure dans ressai qui suit 

Au icours d'un test de proliferation ceflulaire de 6 jours indutt par le virus influenza A/Bangkok, on observe 
- significative par >e peptide de 12 acfdes amines ou "DR-12- (6$%). Cette inhibition est 
dependante de la dose et reproductible ; elte varie dlrKfividu a indMdu entre 50 et 70% pour une 
c^rrtraton de10 M g/ml de peptide. EMe est Ires proche de (Inhibition produile par Canticorps monoclonal 
fSLr aulre pep,idB ** 12 acides •«**» ■ a on efte. inhibiteur^dere variabte 

Figure 2 

S on compare reftet inhibiteur de trois types de peptides *DB* se differencial par le nombre d acldes 
armnes entourant la sequence RFDS :'DR-i:r. -DR-7-. -DR-4-. on note une correlation entre la£™des 
sequences pepfcfiques (1 sur faxe des abscisses de la fig. 2) et ITntensHe de rinhibStion (en ordonnees a la 

Ces effets sont aussi reproduclibles. et peuvent etre retrouves darts d'autres systemes de proliferation tels 
le systeme tuberculme ou tetanos (non represente). ^ rels 

H.t\T P f , COmp,a9 ! des cenules aubteude ^an que cette inhibition par les peptides n-etait pas 
Satis cSet^HA 08 ' ° W,ibiU ° n neSl ^ ^ observ6e *** u " systenTe induit par des 



PBL seuls 393 

PBL + PHA (1/700) 47.527 

PBL + PHA + OKT 4 -D (1 pg/ml) 44.083 

PBL + PHA + 1.243 (0,1 pg/ml) 40,119 

PBL + PHA + "DR-12" (5 pg/ml) 49.796 

PBL + PHA + -DR-12" (10 pg/Bl) 51.570 

1-3 Utilisation de Bgnees T antigene specifique 
Quatoe Kgnees ,1 auxifiaires (helper), specifiques du virus A/Bangkok ont eta leslees avec les peptides de 12 

rwtee par les deux peptides. On trouve une correlation entre les etfets du pepUde -DR-12" et de ranfeora 
OKT.-A. Cette correlation ^inhibition est retrouvee avec le clone T helper SB 12 (de«it par Fl^ra e^B 
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Ef f et des peptides utilises snr des licmees T influenza 

gpecjjfegues 



10 



Peptides utilises a 5 pg/ml 
OKT4 A utilise a 1 pg/ml 
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% d' inhibition sur la % d ' inhibition sur la 
proliferation influenza production d'anticorps 





Lignees T 


"DR-^" 


OKT4 A 


•T4-12* 


"DR-12- 


0KT4 A 


•T4-12 


20 


PT3 


90 


85 


80 


/ 


/ 


/ 




MT4 


80 


85 


55 


/ 


/ 


/ 




PT2 


40 


75 


75 


/ 


/ 


/ 


25 


FPT1 


60 


65 


70 


/ 


/ 


/ 




Clone SB 12 


0 


12 


0 


75 


90 


20 



30 



0 \ d* inhibition : PT3.-6000 cpm, MT4:6300, PT2:5000 

FPT1:4500, Sfc12: 15200 



35 



40 



Tableau 2 

Te?t de f onctjonnalite et Phenotvpe des populations 

separees 



CPM 



50 



55 



60 



X + . mt + PHA 
T + m? + TL2 
T + at + cd 

T + cd 

T seuls 
Monocytes seuls 



56.0OO 
55.000 
17.000 
2.246 
1 .000 
184 



T : lymphocytes T 
m^f : monocytes 
cd ; candidine 



dlncubatkm des populations lymphoides purifiers avec tes peptides ou des anticorps monoctonaux 
$5 specrfiques des molecules 1 4 et KLA-DR ont ete effectuees. 
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II a d'abord ete v§rffie que Jes differents traitements utilises pour separer tes populations lymphotdes, en 
particuner Ja L-leuctne methyl ester, n'aftecte pas (a fonction des lymphocytes T et teur capacite a protiferer 
apres stimulation par un antigene ou un mitogene. II a aussi ete montre que la population T est suffisammeht 
depourvue de monocytes pour eviter d'eventuefles interferences dans les incubations. Les resultats resuttent 
du tableau Z 

Sur te modele des resultats obtenus anterieurement a Taide d'anticorps anti-T4 (ou T 4 -D a 1 ug/ml final), on 
a cherche a mettre eventuellement en evidence une synergie d'inhibffion entre peptides equivalents de DR et 
anticorps antnU ainsi qu'entre peptides equivalents de T 4 et anticofps arrti-HLA-DR (20 a lO* 3 * fmal) Les 
resultats apparaissent dans les tableaux 3 et 4. 

Lexperience 1 montre une synergie dlnhibition entre les peptides "DR-12VT 4 -12*. *DR-l2Vanticorps 
ahti-HLA-DR : 20 ainsi qu'entre les anticorps monoclonaux OKT 4 D/206 et OKT4D/T4. 

Les memes synergies d'rnhibittons sonl retrouvees dans ('experience 2 entre *DR-12" et T 4 -t2~ ainsi 
qu'entre T4-12* et OKT4D. 

Dans cette experience 2. ainsi que dans l experience 3. d'autres peptides de longueur differente ont ete 
testes : 
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Tableau 3 

Ipftibitipp <je la Proliferation de s lymphocytes T apr^s 
inculy^UQns spfecifjcrues aver les pept i des Equivalents 

T4 de PR 



20 



Populations incubees Pourcentages d' inhibitions 25 



T 


Monocytes 


Experience 1 


Experience 2 




Peptides 


utilises 


0 \ 9300 cpm 
100\ 2000 cpm 


0 % 
100* 


7 6 OO cpm 
5 OO cpm 


30 


0 


206 


10 




/ 




DR-12 


0 


O 




O 


. 35 


DR-12 


206 


57 




/ 




0KT4D 


0 


5 




15 


40 


OKT4D 


206 


75 




/ 


0 


T4-12 


0 




12 




DR-12 


T4-12 


48 




55 


45 


OKT4D 


T4-12 


58 




45 


" DR-12 


DR-12 


60 




/ 




0 

OKT4D 


DR-12 
DR-12 


20 
60 




/ 
/ 


SO 



Peptides utilises a 1 ug/ml final 



55 



60 



65 
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.Tafrigag 4 

Inhibition de l_a proliferation des lymphocyt es T aor&s 





incubations specificities avec les peptides £<rii* val pm*« 


5 




T4 et <te PR 




n> 


Populations 


incubees 


Pourcentages d ■• inhibitions 




T 


Monocytes 


Experience 2 


Experience 3 


/5 


Peptides 


utilises 


0 % 76O0 cpm 
100* 500 cpm 


0 \ 4000 cpm 
100\ 200 cpm 




DR-4 


0 


0 


0 


a? 


DR-4 


T4-12 


0 


20 


DR-7 (0,1) 


0 


/ 


10 




DR-7 


O 


/ 


25 


25 


DR-7 (0, 1 ) 


T4-12 


/ 


40 




DR-7 


T4-12 


/ 


65 




DR- 1 2 


0 


0 


0 


30 


0 


T4-12 


12 


10 




DR-12 


T4-12 


55 


90 




RGDS 


0 


0 


/ 




RODS 


T4-12 


0 


/ 




Leu 1 


T4-12 


5 


/ 




Leu 1 


DR-12 


0 


/ 



peptides utilises a 1 pg/ml 



45 



50 



55 



60 



"DR-7*. "DR-4". De nouveau, aucune action inhibitrice de "DR-4" n*est observee el une action Intermediate 
entre "DR-4" et "DR-12" est notee pour te peptide "DR-7" quand 3 est utilise en synergie avec 14-12". 

Le test avec Panticorps Leu 1 (a 1 pg/ml final) montre que tes inhibitions ne sont pas dues a un effet non 
specifique lie a une simple Incubation. 

dependant 9 est a noter ITnhib'rtion obervee lors de Hncubation des monocytes avec le peptide "DR-12* 
utilise synergie avec OKT4-D ou avec 'DR-12'. 

3 - inhibition de la reponse anticorps 

Nous ayons teste si ces peptides "DR" pouvaient Moquer la fonction auxiBaire (helper) des lymphocytes T 
vis-a-vis des cellules B. Apres separation par. rosettes E> les populations sont recombinees a raison de 2.10 s 
E+. t ,5.10 s E- en presence des differents peptides : "DR-12", "DR-4". leurs effets etant compares a celuf de 
I' anticorps monoclonal OKT4-A. Ce test sera fait a Uois concentrations finales : 0,1 pg/ml. 1 pg/ml. 10 
pg/ml - Figure 4. 

Les effets sont tout a fait comparabJes a ceux obtenus tors des tests de proliferation antigene specifique. 
De meme, quand on compare tes effets des peptides de tffferentes longueurs - Figures 5-6-7. L'inhfortion la 
plus eleyee a Heu avec te peptide "DR-12", puis avec te peptide "DR-7". Une faibJe. voire aucune inhibition, 
n'est observee avec le peptide "DR-4". 



4 - Inhibition de la reponse anticorps apres incubation specifiques avec les peptides analogues 

Le meme type d experiences a ete effectue dans le cas de la reponse anticorps in vitro en incubant les 
lymphocytes T avec ranticorps OKT4-A (0,1 pg/ml ou 1 pg/ml final) ou avec le peptide "DR-12" {1 pg/ml ou 5 
65 pg/ml final) ; les lymphocytes B sont incubus avec te peptide T4-I2* (1 pg/ml ou 5 pg/ml final ) - Figure 8. 
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15 



. ParaJlelement aux tests de proliferation, on note une synergie d'inhibtfion entre *DR-12" et T«-12* et entre 
OKT4A et "T4-t2". On note done une correlation entre "DB-12" et OKT4A. L'effet est li aussi dependant de la 
dose et reproductible. 

Les resultats des experiences dMnhibition de la proliferation des lymphocytes T indutte par le virus influenza 
et de la production d'anticorps specrfiques HLA-DR restreints vis-5-vis du meme virus, par drfferents peptides 
analogues de HLA et de T4 peuvent se resumer ainsi : . 

- Deux peptides respectrvement de 12et 7 acides amines analogues de DR et comprenant la sequence RFDS 
inh&enl, de facon significative et dependante de la concentration, la proliferation et I'effet helper T specifique' 
du virus influenza. 

- ^inhibition obtenue est parailele a ceOe consecutive a ['addition d'anticorps antiOY II est en particuBer 
interessant d observer que la proWeration specifique d*Un clone T (SB 12) HLA-DR restreihi n'est ni inhibee 
par les anticorps T 4 ni par te peptide "DR-12*, alors que I'effet helper pour la. production d'anticorps 
anti-influenza de ce clone est inhibe a la fois par les anticorps antf-T 4 et le peptide "DR-12\ 

- II existe un effet modere et variable dlnhibition de la proliferation T et de la reponse anticorps anti-influenza 
par le peptide de 12 acides amines analogue de T4 incluant la sequence RADS. 

- » semble exister une synergie tHnhtbition de la proliferation T et de la production d'anticorps lorsque les 
lymphocytes T sont preincubes avec te peptide "DR-12* ou un anticorps anti-T*. et les monocytes ou les 
lymphocytes B avec le peptide T4-12* ou un anticorps antiHLA-DR. 

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer Teffet inhibiteur des peptides "DR-12* et "DR-7" : 

- Ces peptides se fbtent effectivement sur la molecule T 4 a la surface des lymphocytes T et inhibent de fait 20 
r interaction T4-classe II necessaire a ['activation et indispensable Jors de la cooperation T-B. 

En faveur de cette hypothese, on peut retentr la bonne correlation entre le degre dlnhibition et le caractere 
HLA-DR restreint de la reponse immune lestee. 

Le fait que fa proliferation specifique du clone SB n'est inhibee ni par le peptide "DR-12", ni par Tanticorps 
anti-T4, alors qu'une inhibition est observee dans la fonctten helper par anti-T4 et le peptide "DR-12* Indique 25 
egalement I'existence d'un etrolt parafteflsme entre les deux inhibitions. 

Us reactions qui precedent permettent egalement Tetude de la capacite de substances determinees a 
exercer une action immunomodufetrice que ce solt au niveau des lymphocytes T4 ou de celut des molecules 
HLA et a detecter si Hnteraction, induite par un antigene determine, entre les differents types de cellules qui 
qnt ete etudiees, releve d'un type determine de molecules HLA, par exempte HLA-DR. 30 

Par exempte dans le cas d'une molecule determinee, dorit aurait ete constatee la capacite d'inhiber les 
interactions, causees par un antigene determine, entre monocytes et lymphocytes T. d'une part les r 
lymphocytes T et lymphocytes B, d'autre part, lorsque cette molecule determinee as ele utilisee a une dose 
suivante. il sera ensuite possible, nolamment en la substituant a Tun ou I'autre des peptides complementaires 
dans les essais du type de ceux decrits par FISHER qui ont ete decrits plus haut. de detecter si son mode 35 
d'action est ou non sembfable a celui du peptide remplace. 

En variante. les peptides selon rinvention peuvent egalement permettre de detecter si les reactions 
immunit aires induiies par un antigene determine relevent d'une intervention ou non demolecules HLA de 
class© II determinees, notamment de molecules HLA-DR. A cet effet les tests qui ont ete decrits plus haut 
pourront etre mis en oeuvre, si ce n'est que le virus influenza sera remplace, dans les etapes ou celui-ci 6tait 40 
amene a mterverwr. par cet antigene determine. Son mode (faction, mettant en jeu ou non les molecules 
HLA-DR. dependra de ('observation ou non d'une inhftw'tion des cooperations cellutafres qui auront ete 
constatees. 

Comme il va de soi et comme il resutte d aifleurs deja de ce qui precede. (Invention ne se Kmite nuHement a 
ceux de ses modes d'appfication et de realisation qui ont ete plus specialement envisages ; elte en embrasse 45 
au contraire toutes les variantes. 
, » est entendu que toute la Ntterature technique a laquetle renvoie la bibOographie incfuse dans cette 
demande. notamment cefle qui suit doit etre conskferee come faisant partie de la presente description, en ce 
qu'elle serait necessaire a (Illustration des points a partir desquels la presente invention a ete degagee. 
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RevendlcatSons 

1 - Peptide choisi parmi ceux qui sont representes par les formules generates : 
2$ X RFDS Z 

X SDFR Z 

X SDAR Z 

X RADS Z 

X - — - — SD AK . Z 

30 dans lesquelies X est un atome (Thydrogene ou un groupe pepttdtque avec une extremite N-terrninaJe et Z 

est un groupe OH ou un peptide ayant une extremite C-terrrOnale, ces peptides X et Z ne contrevenant 
... pas, lorsqu'ils sont eux-memes constitues par des sequences peptkfiques, a fa necessrte d'autoriser 
TexposrUon de la sequence tetrapepticfique interne. 

2 - Peptide selon la revendication 1. caracterise en ce qu'B contient dans une meme structure run des 
35 tetrapeptides sus-indiques et le tetrapeptfde "miroir" correspondent* les deux tetrapeptides etant 

cormectes entre eux par un groupe peptidique intermediate distinct nlnterf erant pas avec la possibilite 
cfexposition de chacun des deux tetrapeptides.. 

3 - Peptide selon la revendication 2, caracterise par une chaine cbmprenant de 2 a 10 residus alanine. 

4 - Peptide selon ia revendication 1. caracterise par les formules : 

40 

X RFDS — — EL Z 

X RE RFDS 7- Z 

4s X RE — — RFDS EL Z 

dans lesquelies chaque tiret represente un residu d'aminoacide et X et Z ont les significations 
su$4ndlquees. . 

5 - Peptide choisi parrni : 

50 REVLEWRFDSRIAFHHVAREL REVLE WRFPS KLAFHHVAREL REVLE WRFDS KLAFHHMABEL. 

6 - Peptide selon tune quefconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le nombre total 
d'acides amines quH contient ne depasse pas 50. avantageusement est inf erieur a 30, voire meme a 20. 

7 - Peptide seton la revendication 1 de formule : 
X JRFDSD Z (XII) 

55 dans laquelle X et Z ont les signmcations sus-indiquees et J est A. V ou L ces peptides comportant de 6 a 

20. voire 30 residus aminoacyle. 

8 - Peptide selon la revendication 7 caracterise en ce qu'B est choisi parmi : 
VRFDSD 

LRFDSDL 

60 9 -Peptide selon la revendication 1 de formule: 

X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

danslaquetle : 

X et Y ont les significations sus-inalquees. 
B est choisi parmi Y. S. D, F ou N, plus particuKerement Y ou D, et 
65 Jest chotsi parmi A, V, L et 
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avec F pouvant eventuellernent ftre remplace par Y, ces peptides comprenant de 12 a 20 voire 30 restrftis 
axninoacyte. ■ ' 

10 - Peptide selon la revendication 9. caracterise en ce qu*» constste en un dodecapeptide 

1 1 - Peptide selon la revendicatton 10, caracterise par la formula : 
EEBJRFDSVGE 

dans laquelle Bala signification sus-indiquee. 

12- Peptide selon la revendicatton 10 dans tequet B est Y. 

13 - Peptide caracterise par la presence d une sequence RADS. qui peut comporter jusqu'a 20 voire 
30 groupes residus aminoacyle. et comportant de part et d'autre de la sequence RADS des sequences 
peptidiques nTnterf erant pas avec la capacite de la sequence RADS a etre reconnue par des molecules 
HLA humaines. plus parttcutterementHLA-DR. 

14 - Peptide cnotsi parmi : 
RFDSAASDFR 
SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SDARAARADS. 

15- Antfcorps de preference monoclonaux, caracterises par leur capacrt6 de reconnaissance 
specifique de Tun des peptides selon Tune quelconque des revendications T a 14. 

16- Procede d'inhibmon de Tadhesion de virus LAV a des lymphocytes T4 comprenant fa mise en 
contact soil des virus, sort des lymphocytes, avec un peptide conforms a Tune quelconque des 
revendications 1 a 15. 

17 - Procede pour detecter dans un flukte biologique. par exempte le serum d'un maiade des anticorps 
diriges contre la region du genome du virus LAV qui contient fa sequence RFDS, qui comprend la mise en 
contact .de ce ftuide biologlque avec le virus dans des conditions propres a permettre la reaction 
imrmmolooique sous-lendant ia detection du virus. 

1 8 - Peptide choisi parmi Tun des suivants : 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
/RLAFHHMAR 

19 AnUcorps monoclonaux specHiquement dirigSs contre run des peptides de la revendication 18. 
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